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Technisthes Gebiet

Die vorliegende Erfindung betrifft neue lipolytische -Enzyme. Genauer stellt die
Erfindung neue lipolytische Enzyme bereit, die von Fusarium culmorum abstam-

men.

Allgemeiner Stand der Technik

Lipolytische Enzyme finden zahlreiche industrielle Anwendungen. Alkalische )

Lipasen sind von besonderem Interesse fir die Verwendung in Detergens-
Zusammerisetzungen. ‘

Alkalische Lipasen mikrobieller Herkunft wurden beschrieben einschlieBlich Li-
pasen, die von Fusarium erhalten wurden. Jedoch wurden bislang niemals Lipasen

offenbart, die von Fusarium culmorum erhalten wurden.

Zusammenfassung der Erfindung

Ein Gegenstand der Erfindung ist die Bereitstellung neuer alkalischer lipolytischer
" Enzyme (EC 3.1.1.3). '

Demgemai8 stellt die Erfindung in ihrem ersten Aspekt ein lipolytisches Enzym

bereit, das von Fusarium culmorurm abstammt.

Das Enzym hat ein pH-Optimum im Bereich von ungefihr 7 bis uﬁgefaihr pH 9,
genauer um pH 8, wenn dieser bei 30°C mit Tributyrin als Substrat bestimmt

wird.
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- Das Enzym hat die nachfolgende N-terminale Aminosduresequenz (vgl. SEQ ID
NO:1):

Ala-Val-Ser-Val-Ser-Thr-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-Phe-Tyr-lle-Gln-His-
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-. '

In ihrem zweiten Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren zur Zubereitung eines

lipolytischen Enzyms bereit, dieses Verfahren umfasst die Kultivierung eines Li- .

pue-p@Mercnden Stammes von Fusarium culmorum in einem geeigneten
Nihrmedium, enthaltend Kohlenstoff- und Stickstoffquellen und andere anorga-
nisch Salze, gefolgt von der Gewinnung des lipolytischen Enzyms.

In ihrem dritten Aspekt stellt die Erfindung ein Verfahren ur Zubereitung des
lipolytischen Enzyms bereit, dieses Verfahren umfasst die Isolierung eines DNA-
Fragments kodierend fir das lipolytische Enzym; Kombinieren des DNA-
Fragments mit einem geeigneten Expressionssignal in einem geeigneten Plasmid-
vektor; Einfihren des Plasmidvektors in efnen geeigneten Wirt entweder als ein
sich autonom mﬁliiierendes Plasmid.oder integrieri in das Cl’lrom-os_gm—;wl(ultivie-
ren des Wirtsorganismus unter Bedingungen, die zur Expression des lipolytischen
Enzyms fihren; und Gewinnen des Enzyxns aus dem Kulturmedium.

In weiteren Aspekten stellt die Erfindung Detergens-Zusammensetzungen ebenso
wie Detergens-Additive bereit, die das erfindungsgemiBe lipolytische Enzym um-

fassen.

SchlieBlich stellt die Erfindung eine biologisi:h reine Kultur des Stammes Fusari-
um culmorum CBS 513.94 bereit, '
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Genaue Offenbémng der Erfindung

Die Mikroorganismen
Die Erfindung stellt lipolytische Enzyme bereit, die von einem Stamm des Pilze§

Fusarium culmorum abstammen.- Fusarium culmorum ist eine bekannte Spezies

.- und Stdmme von Fusarium culmorum wurden hinterlegt und sind 6ffentlich er-
haltlich von Hmterlegungsstellen, z.B. Deutsche Sammlung von Mlkroorgams-

men und Zellkulturen GmbH (DSM), Deutschland und Amengan Type Culture
Collection (ATCC), USA.

In einer bevorzugten Auéﬁihmngsfonn stellt die Erfindung ein lipolytisches En-
zym bereit, das abstammt von dem Stamm Fusarium culmorum DSM 1094, Fusa-

“rium culmorum DSM Fusarium culmorum 62184, Fusafium culmorum DSM

62188, Fusarium culmomm DSM 62191 Fusarmm culmorum DSM 62223, Fu-
sarium culmorum ATCC 12656 Fusarmm culmorum ATCC 15620 Fusarium
culmorum ATCC 16430, Fusarium culmorum ATCC 16551, Fusarium culmorum
ATCC 26556, Fusarium culmorum ATCC 34910, Fusarium culmorum ATCC

- 34913, Fusarium culmorum ATCC 36017, Fusarium culmorum ATCC 36879,

Fusarium culmorum ATCC 36881, Fusarium culmorum ATCC 36886, Fusarium
culmorum ATCC 44417, Fusarium culmorum ATCC 46040, Fusarium culmorum
ATCC 56088, Fusarium culmorum ATCC 56089, Fusarium culmorum ATCC
60275, Fusarium culmorum ATCC 60362, Fusarium culmorum ATCC 62214,
Fusarium culmorum ATCC 62215, Fusarium culmorum ATCC 64075 oder eine

Mutante oder eine Variante hiervon.

In jhrer am meisten bevorzugten Ausfihrungsform stellt die Erfindung ein lipoly-
tisches Enzym bereit, welches abstammt von dem Stamm Fusarium culmorum

P
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CBS 513.94 oder einer Mutante oder einer Variante hiervon. Dieser Stamm wuwde
gemif des Budapester Vertrags {iber die intemationale Anerkeﬁ:iung der Hinter-
legung von Mikroorganismen flir die Zwecke von Patentverfa.hrcn beim Centraal-
bureau VoOrSchimmelcultures (CBS), Qosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG
Baarn, Niederlande, am 25. Oktober 1994 hinterlegt.

In einerh anderen Aspekt stellt die Erfindung eine biologisch reine Kultur des
Stammes Fusarium culmorum CBS .513.94 bereit.

Physikalisch-chemische Eigenschaften

In bevorzugten Ausﬁihnuigsformen konnen die lipolytischen Enzyme der Erfin-

dung dadurch charakterisiert werden, ‘dass. sie eine oder mehrere der folg'enden.'

physikalisch-chemischen Eigenschaften ausweisen.

Das-Enzym hat ein Molekulargewicht von 28,4 kDa, bestimmt durch Mas-
senspektrometrie. '

Zubereitung des lipolytischen Enzyms

Das erfindungsgeméBe lipolytische Enzym kann durch Kultivierung eines Stam-

mes von Fusarium culmorum in einem geeigneten Nahrmedium enthaltend Koh-

lenstoff- und Stickstoffquellen und anorganische Salze, gefolgt von der Gewin-
nung der Lipase hergestellt werden. In einer\bevorzugten Ausfithrungsform ist der
Lipase-herstellende Stamm der Stamm Fusarium culmorum CBS 513.94 oder eine

Mutante oder eine Variante hiervon.

Das lipolytische Enzym kann ebenfalls erhalten werden durch rekombinante

.DNA-Techno!og'ic, durch Verfahren, dié per se im Stand der Technik bekannt
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sind, z.B. Isolierung eines DNA-Fragments kodierend fiir die Lipase, Kombinie-

ren des DNA-Fragments mit geeigngtém/n Expressionssignal(en) in einem geeig-
neten Vektor, Einfilhren des Vektors oder Teilen hiervon in‘ einen geeigneten
Wm, entweder als ein sich autonom replizierendes Plasmid oder integriert in das
Chromosom, Kultivieren des Wirtsorganismus unter Bedingungen, die zur Ex-

pression der Lipase fithren und Gewinnen der Lipase aus dem Kulturmedium.

In bevorzugten Ausfithrungsformen der Erfindung ist der Wirtsofganismus bakte-
ricller Herkunfl, bevorzugt ein Escherichia coli Stamm oder ein Bacillus Stamm

oder ein Streptomyces Stamm oder fungaler Herkunft, bevorzugt ein- Aspergillus

Stamm, ein Neurospora Stamm, ein Fusarium Stamm oder' ein Trichoderma
Stamm oder eine Hefezelle, bevorzugt ein Saccharomyces Stamm oder ein Kluy-
veromyces Starnm oder ein Hansenula Stamm oder ein Pichia Stamm.

Nach der Kultivierung kann das lipolytische Enzym durch konventionelle Verfah-
ren, wie hydrophobe Chromatographie, lonenaustauschchromatographie oder
Kombinationen hiervon von der Brithekultur zuxﬁckg‘cWonnen und gereinigt wer-

den.

Lipolytische Aktivitit

Die lipolytische Aktivitit kann durch die Verwendung von Tributyrin als Substrat
bestimmt werden. Dieses Verfahren basiert auf der Hydrolyse von Tributyrin
durch das Enzym und der alkalische Verbrauch wird als eine Funktion der Zeit
registriert.

Eine Lipaseeinheit (Lipase Unit, LU) ist definiert als die Menge an Enzym, wel-

che unter Standardbedingungen (d.h., bei 30,0°C; pH 7,0; und 'I’ributyrih als Sub-
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strat), 1 pmol titrierbare Buttersiure pro Minute freisetzt. Als Emulgator wird
Gummiarabikum verwendet. '

Ein Ordner AF 95/5, der diese aﬂalyﬁsche Methode detaillierter beschreibt, ist auf
Nachfrage erhiltlich von Novo Nordisk A/S, Dénemark, dieser Ordner ist hiermit
unter Bezugnahme einbezogen. ' '

Detergens-Zusammensetzungen

Das erfindungsgeméBe lipolytische Enzym kann typischerweise eine Komponente
einer Det.ergens-Zusammensetzung sein. Als solches kann es in der Detergens-
Zusammensetzung in Form eines nicht-staubenden 'Granulats, einer stabilisierten
Flussigkeit oder eines geschiitzten Enzymes enthalten sein. Nicht-staubende Gra-
nulate kdnnen, beispielsweise wie in US 4,106,991 und 4,661,452 (beide von No-
vo Industri A/S) offenbart, hergestellt werden und kdnnen wahlweise durch im
Stand der Technik bekannter Methoden tiberzogen werden. Beispicle von wachs-

artigen Uberzugmaterialien sind Poyl(ethylenoxid)-Produkte '(Poylethylenglykol,-

PEG) mit mittleren Molekulargewichten von 1000 bis 20.000; ethoxylierte No-
nylphenole, die 16 bis 50 Ethylenoxid-Einheiten haben; ethoxylierte Fettalkohole,
in welchen der Alkohol von 12 bis 20 Kohlenstoffatome enthélt, und in welchen
15 bis 80 Ethylenoxid-Einhéiten vorhanden sind; Fettalkohole; Fettsduren; und

. Mono-, Di- und Tﬁglyceﬁde von Fettsduren. Beispiele von filmbildenden Uber-

zugsmaterialien, welche durch FlieBbett-Techniken zur Anwendung geeignet sind,
sind in dem Patent GB 1483591 gegeben. Flissige Enzymzubereitungen kinnen
zum Beispiel durch Hinzufiigen eines Polyols, wie Propylenglykol, eines Zuckers
oder Zuckpralkobols, Milchsiure oder Borsdure, nach etablierten Verfahren stabi-
lisiert werden. Andere Enzymstabilisierer sind im Stand der 'fechnik gut bekannt.
Geschiitzte Enzyme kénnen nach dem in der EP 238,216 offenbarten Verfahren

zubereitet werden.
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Die erfindungsgeméfe Detergens-Zusammensetzung kann in jeder geeigneten
Form vorlicgen, z.B. als Pulver, Kérnchen, Paste oder Flssigkeit. Ein flissiges _
Detergens kann wissrig sein, fypischerweise bis zu 70 % Wasser und 0-30 % or-

ganisches Losungsmittel enthaltend, oder nicht-wéssrig sein.

Die Detergens-Zusammensetzung umfasst ein oder mehrere Tenside, von denen '

- jedes anionisch, nicht-ionisch, kationisch oder zwitterionisch sein kann, Das De-

tergens enthdlt Ublicherweise 0-50 % eines anionischen Tensides, wie lineares
Alkylbenzolsulfonat (LAS), alpha-Olefinsulfonat (AOS), Alkylsulfat (Fettalko-
holsulfat) (AS), Alkoholethoxysulfat (AEOS oder AES), sekundire Alkansulfo-
nate (SAS), alpha4Sulfofensﬁurcmetlxylester, Alkyl- oder Alkenylsuccinsgure oder
Seife. Es kann ebenfalls 0-40 % nicht-ionische Tenside enthalten, wie Alkohol-
ethoxylat (AEO oder AE), carboxylierte Alkoholethoxylate, Nonylphenolethoxy-
lat, Alkylpolyglykosid, Alkyldimethylaminoxid, ethoxyliertes Fettsiuremo-
noethanolamid, Fettsauremonoethanolamid oder Polyhydroxyalkylfensﬁuranud

(2.B. wie in WO 92/06154 beschrieben).

Die Detergens-Zusammensetzung kann zusitzlich ein oder mehrere andere Enzy-
me enthalten, die herkémmlich in Detergens-Zusammensetzungen verwendet
werden, wie eine Amylase, eine Kutinase, eine Protease, eine Cellulase, eine Pe-

roxidase und/oder eine Oxidase.

Das Detergens kann 1-65 % eines Deter_gens-Bi]dnefs oder komplexierenden A-
gens, wie Zeolith, Diphosphat, Triphosphai, Pbosphonat, Citrat, Nitrilotriessigséu-
re (NTA), Ethylendia&ximcn'aessigsﬁure (EDTA), Diethylentriaminpentaessigs&u-
re (DTMPA), Alkyl- oder Alkenylsuccinsiure, 16sliche Silicate oder geschichtete
Silicate (z.B. SKS-6 von Hoechst). Das Detergens kann ebenso ungebildet, d.h.,

im wesentlichen frei von Detergens-Bildnem, sein.

NZAS-0020559
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Das Detergens kann ein oder mehrere Polymere umfassen. Béispiele sind Carbo-
xymethylcellulose (CMC), Poly(vinylpyrrolidon) (PVP), Poylethylenglykol

. (PEG), Poly(vinylalkohol) (PVA), Poylcarboxylate, wie Polyacrylate, M'alcin-.

/Acrylsiurecopolymere und Laurylmethacrylat-/Acrylsdurecopolymere.

Das Detergens kann ein Bleichsystem enthalten, welches eine H,0,-Quelle, wie

" Perborat oder Percarbonat, umfasst, welche mit einem Persdure-formenden Blei-

chaktivator, wie Tetraacctyleihylendiam (TAED) oder Nonanoyloxybenzolsulfo-
nat (NOBS) kombiniert sein kann. Alternativ kann das Bleichsystem Peroxyséu-
ren von, z.B. dem Amid-, Imid- oder Sulfontyp, umfassen.

Die Enzyme der erfindungsgemiBen Detergens-Zusammensetzung kénnen unter
Verwendung herkdmmlicher stabilisierender Agenzien, z.B. eines Poylols, wie
Propylenglykol oder Glycefol, eines Z\_ickefs oder. Zuckerﬁlkohpls, Milchsture,
Borsaure oder eines Borsdure-Derivats, wie z.B. ein aromatischer Boratester sta-
bilisiert werden und die Zusammensefzung kann, wie z.B. in WO 92/19709 und
WO 92/19708 beschrieben, formuliert werden.

Das Detergens kann ebenso andere herkdmmliche Detergens-Bestandteile enthal-
ten, wie z.B. Strukturverbesserer, dic Lehm enthalten, Seifen-Verstirker, Seifen-
laugenunterdriicker, Anti-Rostmittel, Boden—s’uspendierendc Agenzien, - Anti-

Boden-riickverschmutzende (anti-soil—redepoAsition) Agenzien, Farben, Bakterizi-

de, optische Aufheller oder Duftstoff.

Der pH (gemessen in wéssriger Losung bei verwendeter Konzentration) ist ge-
wohnlich neutral oder alkalisch, z.B. im Bereich von 7-11.

NZAS-0020560



Besondere Formen von Detergens-Zusammensetzungen unter dem Schutzbefeiqh .
der Erfindung enthalten:

1) Eme Detergens-Zusammensetzung, formuliert als ein Granulat, mit einer
Rohdichte von mindesténs 600 g/l umfassend

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Séure) ' 7-12.%

| Alkoholethoxysulfonat (z.B. Cj,. ls-Alkohol 1-2 EO) oder Alkyl- 14%
sulfat (z.B. Cj¢.15) | o
Alkoholethoxylat (z.B. C|4.15-A1kohol, 7EO) 7 14 . 59%

[Natriumearbonat (wie Na;C0y) 1420%
Losliches Silicat (wie Na;0, 2510;) T26%
Zeolith (wie NaA1SiOq) | 1522 %
Natriumsulfat (wie Na,SO;) , o 0-6%
Natriumcitrat/Zitronensiure (wie C¢HsNa;0+./CsHzO7) 0-15%
Natrimperborat (wie NaBO3.H,0) 11-18 %
TAED 2-6%
Carboxymethylcellulose ‘ . . -} == 0-2%
Polymere (z.B. Malem-/Acrylsﬁurecopolymer, PVP, PEG) ' 0-3%
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) | 0,0001-0,1 %
Nebenbestandteile (z.B. Seifenlaugenunterdriicker, Duftstoff, 0-5%])
optischer Aufheller, Photobleichmittel) ‘

2) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert z-ils Granulat mit einer Roh-
dichte von mindestens 600 g/1 umfassend ‘

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Siure) 6-11%

Alkoholethoxysulfonat (z.B. C;;. ls-Alkohol 1-2 EO oder Alkyl- 1-3%
sulfat (z.B. Cjs. 18) )

'NZAS-0020561



[ 3 é .
-10-

| Alkoholethoxylat (z.B. Cjs.15-Alkohol, 7 EO) ‘5-9 %

Natriumcgrbonat (wie Na,CO03) 15-21%

Lasliches Silicat (wie Na;0, 2Si0,) ‘ 1-4%

Zeolith (wic NaA15i04) 2434 %)
Natriumsulfat (wie Na;SOy) 4-10%|-

Natrigmcitrat/Zitronensﬁure (wie C6H5N§307/C5H307) 0-15%

Carboxymethylcellulose ’ 02%

| Polymere (z.B. Ma]ein—/Acrylsiurecopolymer PVP, PEG) 16%

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) - 0,0001-0,1 %

0-5%

Nebenbestandtelle (z.B. Senferﬂaugenunterdrucker, Duftstoff) -

3) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh-

dichte von mindestens 600 g/l umfassend

Lineares Alkylbénzolsulfonat'(beréchnet ais Sture)

5-9%
Alkoholethoxylat (z.B. Ciz.15-Alkohol, 7 EO) 714 %
Seife als Fettsdure (z.B. C;¢.22-Fettsdure) 1-3%
Natriumcarbonat (wie Na;CO3) ) _10-17%
Losliches Silicat (wie Nay0, 25i0;) 3-9%
Zeolith (wie NaA1SiOq) 23-33%
Natriumsulfat (wie Na;S0s) 04 %
Natriumperborat (wie NaBO;.H,0) 8-16 %
TAED 28%
Phosphonat (z.B, EDTMPA) 0-1%
Carboxymethylcellulose A 02%
Polymere (z.B. Malein-/Acrylséurecopolymer, PVP, PEG) 0-3 %
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotcm) 0,0001-0,1 %
Nebenbestandteile (z.B. Selfenlaugenunterdrucker Dufistoff, 0-5%

.| optischer Aufheller)

NZAS-0020562
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4) Eine Detcrgens-Zusammepsetzung, formuliert als Granulat mit einer Rph-

dichte von mindestens 600 g/l umfassend

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als S#ure) 8-12%
[Alkoholethoxylat (z.B. Crz15-Alkohol, 7 EO) 1025 %
Natriumcarbonat (wie Na;CO;) 14-22 %
Lésliches Silicat (wie Na;0, 28i0,) ‘1-5%
Zeolith (wie NaA1SiOy) 25-35%
Natriumsulfat (wie Na;SOq) 0-10%
Carboxymethylcellulose - 0-2%
Polymere (z.B. Malem-/Acrylsaurecopolymer PVP PEG) 1-3%
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 0,0001-0,1 ‘%
Nebenbestandteile (z.B. Seifenlaugenunterdriicker, Duftstoff) 0-5%/|
5) Eine wissrige fllissige Detergens-Zusammensetzung umfassend
Lineares Alkylbetizolsulfonat (berechnet als S#ure) 15-21 %
| Alkoholethoxylat (z.B. Crz5-Alkohol, 7 EO oder Crpis-Alkahol, | 12-18 %
SEO)
Seife als Fettsiure (z.B. Qlsiure) 3-13%
Alkenylsuccinsgure (Cy3.14) 0-13%|"
Aminoethano] ‘ 8-18 %
Zitronensdure 28%
Phosphonat _ 0-3 %
Polymere (z.B. PVP, PEG) 03 %
-{ Borat (wie B407) 0-2%
Ethanol 0-3 %
Propylenglykol - 8-14%
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 0,0001-0,1 %

- ————— T

NZAS-0020563
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Nebenbestandteile (z.B. Dispergiermittel, Selfeulaugenunterdr\'l- 0-5 %

cker, Duftstoff, optischer Aufheller)

6) Eine wissrige strukturierte fliissige Detergens-Zusammensetzung umfassend

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als S4ure) 15-21%
Alkoholethoxylat (z B. Cj3.15-Alkohol, 7 EO oder C,2.15-Alkohol, 3-9%
S EO)

Seife als Fettséure (z.B. Olsﬁure) 3-10%
Zeolith (wie NaA1SiOy) 14-22 %
[Kaliumcitrat 918 %] -
Borat (wie B4O5) 0-2%
Carboxymethylcellulose 02 %
Polymere (z.B. PEG, PVP) 0-3 %|.

» Ankerpolymere, wie  zB. Laurylmethacrylat- 0-3 %

/Acrylsdurecopolymer; molares Verhaltnis 25:1; MW 3800

Glycerol v ’ 0-5%
Enzyme (berechnet a.ls reines Enzymprotem) 0,0001- 0,1 %
Nebenbestandteile (z.B. Dispergiermittel, Selfenlaugenunterdru- 0-5%

cker, Duftstoff, optischer Aufheller)

7) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh-

dichte von mindestens 600 g/l umfassend

Fettalkoholsulfat 5-10%
" | Ethoxyliertes Fettsduremonoethanolamid 3-9%
Seife als Fettsdure 0-3%
Natriumcarbonat (wie Na;COj3) 5-10 %
Lésliches Silicat (wie Na;0,2Si0;) "1-4%
Zeolith (wie NaA1Si0,) 20-40 %

NZAS-0020564
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Natriumsulfat (wie Na;SOq) ' ' 2-8%

Natriumperborat (wic NaBO, F,0) . T218%]|
{TAED AR , ‘ 27%
[Polymere (z.B. Malein-/Acrylsaurecopolymer, PEG) | 15%

Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) T | 0,00010,1%

Nebenbestandteile (z.B. optxscher Aufheller, Sexfenlaugenunter- ' 0-5%
| drtcker, Duftstoff) . .

8) Eine Detergens-Zusammensetzung formuliert als Granulat umfassend

Lincares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) ‘ 8-14%

Ethoxyliertes Fettsiuremonoethanolamid 511%
Seifg als Fettsiure 0-3 %}
Natriumcarbonat (wie Na,CO;) o 4-10%
Losliches Silicat (wie N&;0, 25i07) ‘ 14 %
Zeolith (wie NaA1SiOy) ~ , 30-50 %
Natriumsulfat (wie Na;S0,) : 3-11%
Natriumcitrat (ww C6}-I5Na307) 5-12%
Polymere (z.B, PVP, Malemn-/Acrylsaurecopolymer, PEG) | 15%
Enzyme (berechnet als remgs Enzymprotein) 0,0001-0,1 %
Ngbenbestandtei_le (z.B. Seifenlaugenunterdriicker, Dufistoff) - 0-5%

9) Eine Detergens-Zusammensetzung formuliert als Granulat umfassend

Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als S#ure) §-12 %
Nicht-ionisches Tensid 1-4%
Seife als Fettsdure : ‘ ' 2-6%
Natriumcarbonat (wie Na;CO3). o 14-22%
Zeolith (wie NaA18i0,) : . : 18-32%

NZAS-0020565
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N_atriumsulfat (wie Na;S0q) 5-20 %
Natriumcitrat (wie C¢HsNayOy) 3-8%
Natriumperborat (wie NaBO;.H;0) 4-9%
Bleichaktivator (z.B. NOBS oder TAED) 1-5%
Carboxymethylcellulose 0-2%
Polymere (z.B. Polycarboxylat oder PEG) 1-5%
'| Enzyme (berechnet als réines; Enzymprotein) 0,0001-0,1 %
Nebenbestandteile (z.B. optischer Autheller, Duftstoff) 0-5%
10) Eine wissrige ﬁussige Detergens-Zusammensetzung umfassend
Lineares Alkylbcnzolsulfona_t (berechnet als Séure) 15-23 %
Alkoholethoxysulfat (z.B. Cy3.15-Alkohol, 2-3 EO) 8-15%
Alkoholethoxylat (z.B. Cy;.15-Alkohol, 7 EO oder Cj2.15-Alkohol, 3.9%
5EO0) - .
‘Seife als Fettsaure (z.B. Laurinsaure) 03 %)|
Aminoethanol 15 %
Natriumcitrat v 510%
| Hydrotropikum (z.B. Natriumtoluolsulfonat) 2-6 %
Borat (wie BO7) 02 %
-{ Carboxymethylcellulose 0-1%
Ethanol 1-3%
Propylenglykol 2-5%
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 0,0001-0,1 %
Nebenbestandicile (2B, Polymere, Dispergiermitiel, Dufistoff, 05 %
optischer Autheller)
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11) Eine wﬁ_ssﬁge fliissige Detergens-Zusammensetzung umfassend
Lineares Alkylbenzolsulfonat (berechnet als Saure) A 20-32%
Alkoholethoxylat (z.B. Ciz-15-Alkobol, 7 EO oder Cpz.is-Alkohol, 6-12%
5EO)
Aminoethanol 26 %)
Zitronens#ure 8-14%
Borat (wie B4O7) _ 1-3%
Polymer (z.B. Malein-/Acrylsiurecopolymer, Ankcxpolymer, wie 0-3%
- -|z:B: Laurylmet}wcrylat-/Acrylsaurecopolymer) - - A
Glycerol . - 3-8%
' Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 0,0001-0,1 %
Nebenbestandteile (z.B. Hydrotropika, Dispergiermittel, Duﬁ 0-5%

12) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als ‘Granulat mit einer Roh-

dichte von mindestens 600 gl umfassend

Anionisches Tensid (lineares Alkylbenzolsulfonat, Alkylsulfat,

25-40%
alpha-Olefinsulfonat, alpha-Sulfofcttsauremethylester, Alkansul-
|fonate, Seife) _
Nlcht-xomsches Tensid (z.B. Alkoholethoxylat) 1-10%
Natriumcarbonat (wie NazC03) 8-25% .
Losliche Silicate (wic Na;0,2510;) 515 %
Natriumsulfat (wie Na;SO4) 0-5%
Zeolith (wie NaA1SiO4) 15-28%
| Natriumperborat (wie NaBQ;.4H,0) 0-20%
Bleichaktivator (TAED oder NOBS) 0-5%
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) 0,0001-0,1 %
0-3%

Nebenbestandteile (z.B. Duftstoff, opti'scher Autheller)

NZAS-0020567
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13) Detergens-Zusammensetzungen wie in 1) - 12) beschrieben, wobei das ge-
samte oder Teile des linearen Alkylbenzolsulfonats durch "(Cy2-Cs)-
Alkylsulfat ersetzt ist/sind. '

14) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh-

dichte von mindestens 600 g/l umfassend

(Cra-Cra)- Alkylsulfat _. - T 5%

Alkoholethoxylat o 3-6%
Polyhydroxyalkylfettsaureamid : 1 15%
Zeolith (wie NaA1Si0y) - 10-20 %
geschichtetes Disilicat (z.B. SK56 von Hoechst) 10-20 %
Natriumcarbonat (wie Na;CO3) T 312%
Losliches Silicat (wie Na;0, 25107) ' ' T 06%
Natriumcitrat V _ » — 4-83 %
Natriumpercarbonat A j 2%
TAED 3-8%
Polymere (z.B. Polycarboxylate und PVP) .o bv . 05%
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) . 0,0001-0,1 %
Nebenbestandteile (z.B. optischer Aufheller, Photobleichmittel, 0-5 %
Duﬁstoﬁf, Seifenlaugenunterdriicker)

1 5) Eine Detergens-Zusammensetzung, formuliert als Granulat mit einer Roh-
dichte von mindestens 600 g/l umfassend ‘

(Ciz-Crg)-Alkylsulfat - 8%

Alkoholethoxylat ) . 11-15%
Seife . 14%)|
Zeolith MAP oder Zeolith A , 35-45%

NZAS-0020568
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Natriumcarbonat (wie Na;CO3) 2-8%
{l6sliches Silicat (wie Na,0, 28i0,) ) 04%
'Natriumpercarbonat ‘ . 13-22 %
|TAED T T 18%
Carboxymethylcellulose 03 %
Polymere (z.B. Polyéarboxylaie und PVP) Of3 %
Enzyme (berechnet als reines Enzymprotein) - - : 0,0001-0,1 %
Nelét;nbestandteile (z.B. optischer Aufheller, Phosphonat, Duft- 0-3%
sto . . ‘ .

16) Detergens-Formulierungen wie in 1) bis 15) beschrieben, welche eine stabili-
sierte oder verkapselte Persiure, enthalten, entweder als eine zusitzliche
Komponente oder als ein Substituent fiir bereits spezifizierte Bleichsysteme.

17) Detergens-Zusammensetzungen wie in 1), 3), 7), 9) und 12) beschrieben,

worin Perborat durch Percarbonat ersetzt ist.

.18) Detergens-Zusammensetzungen wie in 1), 3), 7), 9), 12), 14)__1._in_d“ 15) be-

schrieben, welche zusitzlich einen Mangan-Katalysator enthalten. Der Man-
gan-Katalysator kann, z.B: eine dér Komponente sein, die in "Efficient man-

ganese catalysts for low-temperature bleaching”, Natur 369, 1994, pp. 637-
639, beschrieben ist. '

19) Detergéns-Zusanirnensetzungeri, | formuliert als nicht-wissrige Detergens-
Fliissigkeit, umféssend ein flissiges nicht-ionisches Tensid wie z.B. linearer
alkoxylierter primirer Alkohol, ein Bilder-System (builder-system) (z.B. .
Phosphat), Enzym und Alkali. Das Detergens kann ebenso anionische Tenside

und/oder ein Bleichsystem umfassen.

NZAS-0020569
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Das erfindungsgemiBe lipolytische Enzym kann _in Konzentrationen eingefiigt

werden, die herkommlich in Detergenzien verwendet werden, Es ist gegenwiirtig

beabsichiigt, dass in der erfindungsgeméfBen Detergens-Zusammensetzung die

Lipase in‘einer Menge hinzugefiigt werden kann, die 0,001 bis 100 mg Lipase pro
Liter Waschlauge entspricht.

Beispiele

Die Erfindung wird weiterhin unter Bezugnahme zu den folgenden Beispielen

illustriert, welche nicht dazu gedacht sind, den beanspruchten Schutzbereich der-

Erfindung in irgendeiner Weise zu beschrénken.

Beispiel 1
Kultivierungs-Beispiel

Samenkulturen des Stammes Fusarium culmorum CBS 513.94 wurden in 500 ml
Schiittelflaschen hergestellt, die 100 ml der folgenden Zusammensetzung enthiel-

ten: - - - R

Com steep liquer (getrocknet) 121
Glukose . S 24 g/l

Zu jeder Falsche werden 0,5 g CaCOj3 und 0,5 ml Ol hinzugegeben. Der pH wird
vor der Autoklavierung auf 5,5 eingestelit.

Nach 3 Tagen bei 26°C und 250 rpm, wurden 5 ml von jeder der Samenkulturen
in Schiittelflaschen inokuliert, die 100 ml des folgenden Mediums enthielten:

NZAS-0020570
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Pepton, Difco 01 lé 6gl
Pepticase, Sheﬁield Products 4 g/l
Hefeextrakt, Difco 0127 3gh

_ Fleischextrakt, Difco 0126 1,5¢1
- Dextrose, Roquette 101-0441 1 g/t

Oliventl, Sigma 10g/1

Der pH wird vor der Autoklarvierung aunf 7,3 bis 7,4 eingestéllt

Die Kultivierung fand 9 Tage bei 26°C und 250 rpm statt. Die Brithen wurden
zcntrifugiert und der Uberstand tiber eine hydrophobe Matrix (TSK GelButyl

" ToyoPearl 650 C-Saule, erhiltlich von Tosoh Corporatlon, Japan) aufgereinigt

und fiir weitere Studien verwendet.

Beispiel 2

Charakterisierungs-Beispiel

pH-Optimum

Der Uberstand, erhalten nach Beispiel 1, wurde dem LU-Verfahren zur Bestim-
mung der Lipaseaktivitit, wie oben beschrieben unterworfen und das Verhaltnis

* zwischen pH und Lipaseaktivitit des erfindungsgemafien llpolyuschen Enzyms :

wurde bei 30°C in dem Bereich von pH 6 bis pH 10 bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Charakterisierung sind in Figur 1 dargestellt. Das lipolyti-
sche Enzym hat seinen pH-Optimum in dem Bereich von ca. pH 7 bis ca. pH 9,

genauer um pH 8.

NZAS-0020571
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Molekulargewichts-Bestimmung

Es wurde eine Massen-Spektrémetxie vorgenommen unter Verwendung der Mat-
rix unterstitzten Laser-Desorptions-Ionisations-Flugzeit (laser desorption ionisa-
tion ﬁme-of flight) (MALDI-TOF) Massen-Spektrometrie in einem VG analyti-
schén TofSpec. .F‘ﬁr die Massen-Spektrometrie wurden 2 ul der nach Beispiel 1

erhaltenen Probe mit 2 pl  gesittigter Matrix-Lésung  (a-cyano-4-
' Hydmxyphenylpiopensiiure-in 0,1 % TFA:Acetonitril (70:30)) gemischt und 2 pl .

der Mischung wurden auf die Zielplatte gepunktet. Vor dem Einﬁihren in das
Maséen-Spektrometelj wurde das LGsungSmittel durch Evaporation entfernt. Die

Probe wurde desorbiert und-ionisiert durch 4 ns Laserpulsen (337 nm) beiiGT'énz-

wertlaserkraft und in die Feld-freie Flugtube mit einer Beschleunigungsspannung

von 25 kV beschleunigt. Ionen wurden durch eine Mikrokanalplatte bei 1850 V
detektiert. Die Spektren wurden auBerhalb mit Proteinen von bekannter Masse

" berechnet.

Eine Masse von 28,4 kDa wurde bestimmt.

N-terminale Aminosiuresequenz

Unter Verwendung von Standardmethoden zur Erhaltung und Sequenzierung von
Peptiden [Findlay & Geisow (Eds.) (1989), Protein sequencing - a practical ap-
broach' IRL Press] wurden die folgenden 25 N-terminalen Aminostirereste des
lipolytischen Enzyms identifiziert, wie gezeigt in SEQ ID NO:1 (wobex Xaa einen
unbekannten Ammosaurerest kennzeichnet):

Ala-Val-Ser-Val-Ser-'I'}u-Thr-Asp-Phe-Gly-Asn-Phe-Lys-Phe-Tyr-Ile-Gln-His- :
Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-

I ’ N - P .- - m e maeees

NZAS-0020572
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Beispiel 3
Lipolytische Aktivitit

Unter Verwendung einer Einzelschichtenausrilstung (moholayer equipment)
(KSV~5000, KSV Instruments, Finnland). wurde gezeigt, dass das lipolytische
Enzym aus Fusarium culmorum eine betrachtlich ansteigende Aktivitit gegenilber

Dicaprin in Gegenwart von langkettigen Alkoholethoxylaten hat.

Eine gemischte Einzelschicht in einer gut definierten Gesamt-Zusammensetzung

(o§erall composition), hergestellt aus einem Diglyceridsubstrat und einem Einzel-

_komponenten Alkoholethoxylat (AEO: Heptaethylenglycoknonooctadecylethér)

wurde auf die fliissige Unterphase gespritht (10 mM Glycin, pH 10,0, 0;1 mM
EDTA, 25°C). Der Oberflichendruck wird auf den gewiinschten Wert eingestellt
und eine gut-definierte Menge Enzym (10 LU; Lipaseeinheiten wie'oben defi- -
niert) wird in die Unterphase injiziert. Die lipolyﬁsche Wirkung wird durch die
Geschwindigkeit einer mobilen Barriere offenbart, welche die Einzelschicht
komprimiert um einen konstanten Oberflichendruck zu erhalten, wie unldsliche
Substratmolekiile in Wasser 18slichere Reaktionsprodukte hydrolysiert werden.
Bei Verwendung dieses Assays werden die lipolytischen Enzyme durch einen
Parameter § unterschieden, welcher die Endflichenfraktion -des Substrates (Di-
éépxin) anzeigt, welches unhydrolysiert durch das Enzym als lipolytischen Akti-

- vitétsstopps zurilickbleibt.

Auf diesem Weg wurde die erfindungsgeméfle Lipase verglichen mit einer Aspér-
gillus-Lipase, die herkmmlich in Detergenzien vcrwcndét wird (Lipolase™, er-
hiltlich von Novo Nordisk A/S, Dinemark). Die Ergebnisse sind in nachstehender -
Tabelle 1 gezeigt. '

o b e M
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Tabelle 1

. Verbesserte Toleranz des lipolytischen Enzyms von Fusarium culomrum ver-

glichen mit der Lipolase™.

B (30 mN/m)*
Lipolase™ : 57%
Fusarium culmorum Lipase 25%

* Angewandter Oberflichendruck.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das lipolytische Enzym, erhalten aus Fusarium

culmorum, im Vergleich zur Lipolase ™ beachtlich effizienter ist, wenn Alkoho-

' lethoxylate in der Substratphsse anwesend sind,

Beispiei 4

Substrataffinitit

Es ist ein Verfahren entwickelt wordén, das auf einen einfachen Vergleich der
Fihigkeit lipolytischer Enzyme abzielt, sich in/auf einer Substratphase (Olivendl)
bei alkalischem pH (pH 9,0) in der Gegenwart des nicht-ionischen Tensides Do-

~ banol 25-7 (2500 ppm) in der wissrigen Phase anzureichern.

Verfahren

1. Zwei identische Pufferldsungen (5 ml) werden in 20 ml siegelbaren Réhren
zubereitet ("Probe” (s) und "Referenz” (r)).

2. Das Enzym wird hinzugefiigt zu der "Probe" und der "Referenz" und die Lipa-
sekonzentration wird bestimmt (X LU/ml).

NZAS-0020574
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3. Olivens! wird auf die "Probe” hinzugefligt und beide Lipaseldsungen werden -
stark geschiittelt. Inkubation bei 4°C Giber Nacht. ‘

4. Die verbleibende Lipase-Konzentration in den wissrigen Phasen wird nach
der Inkubation bestimmt (Y; LU/m; i=r,s).

Zusammenfassung der Inkubationsbedinpungen

Puffer . 100 mM Glycin (5 ml).

pH 9,0. : .
Substrat ' Olivenél (5-ml).

Temperatur 4°C. |

Lipaseaktivititt  5-10 LU/ml.

Inkubatien iber Nacht (24-26 Stunden).

Evaluierung der Daten

- Das Ergebnis wird errechnet durch den Vergleich des Aktivitatsverlusts nach der

Inkubation in der wissrigen Phase in Kontakt mit Olivens] mit dem Aktivitits-

verlust in wissriger Phase in Abwesenheit von Olivendl:
o=Y,/Y; (siche oben)

Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle 2 aufgefithrt.

NZAS-0020575



o9 0o L SRR L A L
LIRSS - - T T R
DR ER TN BRI NS
: -:ao_esg,'.' sbs stp eSS
-24.
Tabelle 2
Substrataffinitiit
.s Lipolytisches Enzym a (%)
. 5 Lipolase™ 99 %
Fusarium culmorum Lipase 99 %
1

NZAS-0020576
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_ EP 0784 674 (95 934 621.4) _ 20. Novembcr-2002
Novozymes A/S : N37392DE BO/smi
séQUENZLIs:E

6

-(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:1:

5. (i) . SEQUENZEIGENSCHAFTEN
-(A) LANGE: 25 Aminosduren

(B) TYP: Aminosdure

(C) STRANG: einzeln

. S (D) TOPOLOGIE: linear
10 . (i1) MOLEKUL-TYP: Peptid
(v) FRAGMENT-TYP: N-terminal

(vi)  URSPRUNGSQUELLE:
(A) ORGANISMUS: Fusarium culmorum
(B) STAMM: CBS 513.94
15 (ix)  MERKMAL:
' (A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 101..1433
(xi) ~ SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:1:

. 20 Ala Val Ser Val Ser Thr Thr Asp Phe Gly Asn Phe Lys Phe Tyr Ile
. 1 5 10 15
Gln His Gly Ala Ala Ala Tyr Xaa Asn . ' S C -
20 - 25
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ANGABEN ZU EINEM HINTERLEGTE'N‘ ORGANISMUS

" (Regel 13%* PCT)

A.  Dic nachstehenden Anggben betreffen den Mikroorganismus, der in der Bcsdueﬂ:ung genannt ist

auf Seite 3 Zellcn ____9;15____

. B. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG Weitere Hinterlegungen sind auf einem zusaizlichen Blant gekennzeichnet O

'Nnme der Hinterlegungsstelle

CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES
Anschrift der Hinterlegungsstelle (einschlleflich Posileitzah! und Land)

Oosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG Bam, Niederlande

Datum der Hintertegung - | Eingangsnummer

25. Oktober 1994 CBS 513.94

C. WEITERE ANGABEN (falls nicht zutrefiend, bitse frei lassen) Diese Angaben werden auf cinem gesonderten Blatt fortgesetzt D

Im Hinblick auf solche Benennungen, fiir die ein europiisches und/oder austra-
lisches Patent begehrt wird, ist eine Probe des hinterlegten Mikroorganismus
wihrend der Anhéingigkeit der Patentanmeldung nur an einen unabhingigen
Experten bereitzustellen, der von der Person, welche die Probe anfordert, zu

benennen ist (Rege! 28(4) EPU / Verordnung 3.25 der Australischen Gesetzli-
chen Regein 1991 Nr. 71).

D. BESHMMUNGSSTAATEN FUR DIE ANGABEN GEMACHT WERDEN ([all.v dw Angaben ntdn fr alIe Be:llwnung::matan

ltenl

E. NACHREICHUNG VON ANGABEN (falls nicht sutreflend, bitie frei lassen)

Dic nachsichenden Angaben werden spsur beim Intemationalen Baro eingereicht (bitte Art der Angaben nennen 2.B. "Eingangsnummer der]
Hinterlegung®)

Nur zur Verwendung im Anmeldeamt Nur zur Verwendung im Intemationalen Boro

O - Dieses Blaxt ist cingegangen mit der internationalen | ‘| J Dieses Biatt ist beim Internationate Boro eingegangen am:
Anmeldung

_| Bevollmachtigter Bediensteter Bevollmachtigter Bediensteter

Anne-Grethe Henril.(sson
Head Clerk

Form PCT/RO/134 (Juli 1992)
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EP 0 784 674 (95 934 621.4) 20. November 2002
Novozymes A/S - - N37392DE BO/smi
Patentanspriiche

. Lipol);tisches Enzym, welches:

a) von einem Fusarium culmorum Stamm abstammt,

b). ein pH-Optimum in dem Bereich von ungefihr 7 bis ungefiihr pH 9 hat,

wenn dieser bei 30°C mit Tributyrin als Substrat bestimmt wird, und
c) die folgende N-terminale Aminosuresequenz hat;
Ala-Val-Sé;-\}ai-ée}-I:hr-m;Asb;i’hé-Gl-y-:Asn-iiﬁejl:yé-Pilq—Tyrfne~Gln-
His-Gly-Ala-Ala-Ala-Tyr-Xaa-Asn-

. Lipolytisches Enzym nach Ansprucﬁ 1, welches von dem Stamm Fusarium

culmorum CBS 513.94 abstammt.

. Lipolytisches Enzym nach Anspruch 1 oder 2, welches ein Molekulargewicht

von 28,4 kDa durch Massenspektromctﬁe hat.

. Verfahren zur Zubereitung eines lipolytischen Enzyms nach einem der An-

spriiche 1 bis 3,' dieses Verfahren umfasst die Kultivierung eines Lipase-

herstellenden Stammes von Fusarium culmorum-in einem geeigneten Nahr-

" medium, welches Kohlenstoff- und Stickstoffquellen und andere anorganische

Salze enthilt, gefolgt von der Gewinnung des .lipolytiséhen Enzyms.

. Verfahren nach Anspruch 4, in welchem der Lipase-herstellende Stamm der

Stamm Fusarium culmorum CBS 513.94 ist.

. Verfahren zur Zubereitung eines lipolytischen Enzyms nach einem der An-

spriche 1 bis 3, dieses Verfahren umfasst die Isolierung eines DNA-

NZAS-0020579
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Fragments kodierend fur das lipolytische Enzym; Kombinieren des DNA-
Fragments mit einem geeigneten Expressionssignals in- einem geeigneten
Plasmidvektor; Einfuhren des Plasmidvektors in-einen geeigneten Wirt entwe-
der als ein sich autonom replizierendes Plasmid oder integriert in das Chromo-
som; Kultivieren des Wirtsorganismus unter Bedingungen, die zur E;(pression

des lipolytischen Enzyms filhren; und Gewinnung des Enzyms aus dem Kul-

turmedium.

10.

11.

Verfahren nach Anspruch 6, in welchem der Wirtsorganismus bakterieller
Herkunft ist, bevorzugt ein Escherichia coli Stamm oder ein Bacillus Stamm
oder cin Streptomyces Stamm oder fungaler Herkﬁnﬁ_, bevorzugt ein Asper-
gillus Stamm, ein Neurospora Stamm, ¢in Fusﬁriu)n Stamm éder ein Tricho-
derma Stamm oder eine Hefezelle, bevorzugt ein Saccharomyc:'es Stamm oder

ein Kluyveromyces Stamm oder ein Hansenula Stamm oder ein Pichia Stamm.

Detergens-Zusammensetzung umfassend das lipolytische Enzym nach einem
der Anspriiche 1 bis 3.

Detergens-Zusammensetzung nach Anspruch 8, welche ferner ein oder mehre-
re andere Enzyme umfasst, insbesondere Proteasen, Amylasen, Cellulasen,

Oxidasen und/oder Peroxidasen.

Detergens-Zusatz umfassend das lipolytische Enzym nach einem der Anspril-
che 1 bis 3, bereitgestellt in Form eines Granulats, vorzugsweise eines nicht-
staubenden Granulats, einer Flissigkeit, insbesondere eine stabilisierte Flis-

sigkeit, eines Schlamms oder eines geschiitzten Enzyms.

Biologisch reine Kultur des Stammes Fusarium culmorum CBS 513.94.

NZAS-0020580
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